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Abstract (Basic) : DE 3723781 A 

A pharmaceutical contains stabilised G-CSF (granulocytes colony 
stimulating factor) as active ingredient and at least one surfactant, 
saccharide, protein or a high mol . wt . cpd. Pref. the amt . of 
surfactant or saccharide is 1-10000 pts. wt . Pref. pt . wt . G-CSF. Pref. 
the surfactant is non-ionic (esp. a sorbitan ester glycerine ester, 
poly-glycerine ester, polyoxyethylene sorbital ester, 
polyoxyethylene-glycerine ester or polyethylene glycol ester of an 
aliphatic acid, polyoxyethylene polyoxypropylene alkyl ether, a 
hardened polyoxyethylated castor oil, a polyoxyethylated bees wax 
deriv. a polyoxyethylene lanoline deriv . or an aliphatic 
polyoxyethylene acid aride), anionic (esp. an alkylsulphate or 
alkylsulpho succinyl ester salt) or natural (esp. lecithin, 
sphingophospholipid or an ester of an aliphatic acid with sucrose. 

USE/ADVANTAGE - G-CSF can be used to treat various infectious 
diseases, but is unstable and highly sensitive to changes in the 
environment e.g. temp.., humidity, oxygen or UV light. The invention 
stabilises the G-CSF and protects it completely against loss of 
activity. 

Abstract (Equivalent) : GB 2193631 B 

A stable granulocyte colony stimulating factor containing 
pharmaceutical preparation that contains, in addition to the 
granulocyte colony stimulating factor present as the effective 
ingredient, at least one substance selected from pharmaceutically 
acceptable surfactants, saccharides, proteins and other high-molecular 
weight compounds such as natural polymers or synthetic polymers; 
wherein the granulocyte colony stimulating factor has the following 
physicochemical properties: (i) molecular weight: about 19,000 +/- 
1,000 as measured by electrophoresis through a sodium 
dodecylsulfate-polyacrylamide gel; (ii) isoelectric point: having at 
least one of the three isoelectric points, pi = 5.5 + /- 0.1, pi = 5 . 8 
+/- 0.1, and pi = 6.1 + /- 0.1; (iii) ultraviolet absorption: having a 
maximum absorption at 280 nm and a minimum absorption at 250 nm; (iv) 
amino acid sequence of the 21 residues from N terminus: 
H2N-Thr-Pro-Leu-Gly -Pro-Ala-Ser-Ser -Leu-Pro-Gln-Ser-Phe-Leu 
-Leu-Lys-Cys-Leu- Glu-Gln-Val- . 
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® Arzneimittel enthaltend stabilisierlen G-CSF (Granulocyten-Koloniestimulierender -Faktor) und Verfahren 
seiner Herstellung 

Es wird eih Arzneimittel beschrieben, das stabilisiertes G- 
CSF enthalt. ZusStzlich zum G-CSF els akttven Wirkstoff ent- 
halt das Arzneimittel mindestens ein pharmazeutisch ver- 
tragliches grenzflachenaktives Mitte!, Saccharin, Protein 
Oder eine pharmazeutisch vertragliche hochmolekulare 
Verbindung. 
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Patcntanspruche 



1. Arzneimittel enthaltcnd stabilisierten G-CSF (GranulcKyten-Koloniestimulierender Faktor) und zusfito- 
lich zu G-CSF als Wirkstoff noch mindeslens ein pharmazeutisch vertragliches grenzflachenaktives Mittel, 
Sacharid, Protein oder eine pharmazeutisch vertragliche hochmolekulare Verbindung 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Menge des grenzflachenaktiven Mittels 
I bis 10 000 Gewichtsteile pro Gewichlstcil G-CSF bctragL 

3 Arzneimittel nach einem der Anspruchc 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB das grenzflachenaktive 
Mittel ein nicht-ionisches, ein anionisches oder ein naturliches grenzflachenaktives Mute! ist, wobei das 
nicht-ionische grenzflachenaktive Mittel ein Sorbitanester einer aliphatischen Saure, em Glycennester 
einer aliphatischen Saure. ein Polyglycerincster eincr aliphatischen Saure, ein Polyoxyathylensorbitanester 
einer aliphatischen Saure, ein Polyoxyathylensorbitester einer aliphatischen Saure, em Po yoxy5thylengly- 
cerinester einer aliphatischen Saure, ein Ester einer aliphatischen Saure mit Polyathylenglykol, em Polyoxy- 
athvlenalkylather, ein Polyoxyathylenpolyoxypropylenalkylather, ein Polyoxyalkylenalkylphenylfither em 
pehartetes Polyoxyathyliertes Ricinusol. ein polyoxyathyliertes Bienenwachsderivat, em Polyoxy&thylen- 
Lanolinderivat oder ein aliphatisches Polyoxyathylcnsaureamid ist; das anionische grenzflachenaktive Mit- 
tel ein Aikylsulfat-, ein Polyoxyathylcnalkyiathersulfat- oder ein Alkylsulfosuccmylestersalz ist; und das 
naturliche grenzflachenaktive Miltel Lecithin, Glycerinphospholipid, Sphingophosphohpid oder ein Ester 
einer aliphatischen Saure mil Saccharose ist tnM n ~ vu». 

4. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Sacchandmenge 1 bis 10 000 Gewichts- 
teile pro Gewichtsteil G-CSF betragt 

5 Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Sacchand Glycerin, 
Erythrit Arabit, Xylit. Sorbit, Mannit, Glucuronsaurc, Induronsaure, Galacturonsaure, Neuramins&ure, 
Glykonsaure, Mannuronsaure, Ketoglykolsaure, Ketogalactonsaure. Ketogulonsaure, Hyaluronsaure oder 
eines ihrer Salze, Chondroitinsulfat oder cines seiner Salze. Heparin, Inulm, Chitm oder ernes seiner 
Derivate, Chitosan oder eines seiner Derivate. Dextrin, Dextran mil einem durchschnittlichen Molekularge- 
wicht von 5000 bis 1 50 000; oder Alginsaurc oder eines ihrer Salze isL 

6. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Proteinmenge 1 bis 20 000 Gewichtsteile 
pro Gewichtsteil G-CSF betragt m ' ftJ _ . m 

7 Arzneimittel nach einem der Anspruchc 1 oder 6. dadurch gekennzeichnet. daB das Protein mensenhenes 
Serumalbumin, menschiiches Serumglobulin, Gelatine. Saure- oder Alkali-behandelte Gelatine mit einem 
durchschnittlichen Molekulargewicht von 7000 bis 1 00 000 oder Kollagen ist 

8. Arzneimittel nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB die Menge der hochmolekularen Verbindung 
1 bis 20 000 Gewichtsteile pro Gewichtsteil G-CSF betrSgt 

9 Arzneimittel nach einem der Anspruchc I oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB die hochmolekulare 
Verbindung Hydroxypropylcellulosc. Hydroxymethylcellulose, Natriumcarboxymethylcellulose, Hydroxy- 
athylcellulose, Polyathylenglykol mit einem Molekulargewicht von 300 bis 6000, Polyvinylalkohol mit einern 
Molekulargewicht von 20 000 bis 100 000 oder Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewicht von 20 000 

bis lOOOOOist " .... » _ 

10. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB zusStzhch eine Ammos&u- 
re ein schwefliges Reduktionsmittel oder ein Antioxidationsmittel enthalten ist 

1 ]' Arzneimittel nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet, daB die Menge der Aminosaure. des schwefli- 
gen Reduktionsmittels und/oder des Antioxidationsmittels 1 bis 10 000 Gewichtsteile pro Gewichtsteil 
G-CSF betragt . . ' j . . . . 

12 Verfahren zur Herstellung eines enthaltenden stabilisierten G-CSF Arzneimittels, dadurch gekennzeich- 
net, daB man den Wirkstoff G-CSF mit einem pharmazeutisch vertraglichen grenzflachenaktiven i Mittel 
einem Saccharid, einem Protein und/oder mit einer pharmazeutisch vertraglichen hochmolekularen Verbin- 
dung, gegebenenfalls mil einer Aminosaure, einem schwcfligen Reduktionsmittel und/oder einem Antioxi- 
dationsmittel. und gegebenenfalls mil Hilfs- und Zusatzstoffen versetzt 

13. Verwendung mindestens einer der Vcrbindungcn nach einem der Anspruche 3, 5, 7 oder 9 m einer 
Menge nach einem der Anspruche 2.4, 6 oder 8 zur Stabilisierung von G-CSF in einem Arzneimittel 
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Die Erfindung betrifft ein G-CSF (Granulocyten-Kolonie stimulierender-Faktor) enthaltendes Arzneimittel. 
Insbesondere be trifft die Erfindung ein stabilisiertes Arzneimittel, in dem der Wirkstoff G-CSF gegen Aktivitats- 
verluste oder lnaktivierung durch Adsorption an die Wandung des das Arzneimittel enthaltenden GefaBes oder 
durch Biidung von Verbindungen, Polymcrisierung oder Oxidation des Wirkstoffes geschutzt ist 

Eine Reihe von Infektionskrankheilen wird durch Chemotherapie behandelt Neuerdmgs wurde jedoch her- 
ausgefunden. daB die Chemotherapie ernsthafte klinische Probleme hervorruft. beispielsweise fuhrt sie zur 
Biidung arzneimittelresistenter Organismen, zur Veranderung der verursachenden Organismen und sie ruft 
starke Nebenwirkungen hervor. Urn diese mit der Chemotherapie, bei der therapeutisch aktive Stoffe, wie 
Antibiotika und Bakterizide vcrwendet werden. verbundenen Probleme zu vermeiden, wurde versucht. emen die 
prophylaktischen Fahigkeitcn des Wirtcs eines infektiosen Organismus aktivierenden Stoff zu verwenden. 
Dadurch sollten die vorstchend gcnannlcn Probleme der Chemotherapie vollstandig beseiligt werden. Eine der 
vcrschiedenen prophylaktischen Fahigkciicn des Wines ist die phagozylischc. bakterizide Wirkung seiner 
Leukozyten. Es wird angenommen, daB diese den Bcginn eincr baktcricllen Infcktion am starksten beemfluBt 
Deshalb halt man cs fur wichtig. die vor eincr Infektion schutzenden Fahigkciten des Wirtes durch Unterstut- 
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zung des Wachstums neutrophiler Zellen und ihrer Differenzierung zu reifen Zcllen zu erhohen. G-CSF ist ein 
dabei sehr gut verwendbarer Sloff, der die genanntcn Aktivitaten aufweist. G-CSF und ein den Faktor enthalten- 
des Arzneimittel zur Vorbeugung gegen Infektionskrankheiten isl in der EP-A-21 5 1 26 beschrieben. 

Es sind also mit der derzeit praktizierten Chernotherapie verschiedenartige unvermeidliche Schwierigkeiten 
verbunden, und es wurden intensive Anstrengungen unternommen, einen Arzneistoff zu verwenden, der die 
prophylaktischen Funktionen des Wirtes oder der infizierten Person aktivieren kann. 

Bekanntlich kann G-CSF die prophylaktischen Funktionen des Wirtes aktivieren. AuBerdem zeigt G-CSF 
noch grofiere therapeuusche Wirkungen bei der klinischen Anwendung wenn es in Kombination mit einem Stoff 
verwendet wird.der selbstdie prophylaktischen Fahigkeiten des Wirtes aktiviert 

G-CSF wird in sehr kleinen Mengen verwendet Oblicherweise wird ein Arzneimittel in einer Dosierung von 1 
bis 7 mal pro Woche und Erwachsencm verabfolgt, das 0,1 bis 500 u,g (vorzugsweise 5 bis 50 ug) G-CSF enthalt 
G-CSF hat jedoch die Tendenz, von der Wandung seines Bchallnisscs, beispielsweise einer Injektionsampulie 
oder einer Spritze, adsorbiert zu wcrdcn. Deshaib wird der Wirkstoff von der Wandung seines Behaltnisses, 
beispielsweise einer Ampulle oder einer Spriize, adsorbiert, wcnn cr zur Injeklion, beispielsweise als waBrige 
Losung, verwendet wird. G-CSF entfallet daher entwcder niehl seine vollslandige pharmazeutische Aktivitat 
oder es ist erforderlich, G-CSF im OberschuB zu verwenden, so daB cin Teil durch Adsorption verloren gehen 
kann. 

Ferner ist G-CSF labil und hochempfindlich gcgenuber Umwclteinflussen. wic Tempcratur, Luftfeuchtigkeit, 
Sauerstoff und ultravioletter Strahlung. Bei der Einwirkung solcher Faktoren erfolgen physikalische oder 
chemische Veranderungen von G-CSF, beispielsweise gcht es Vcrbindungen ein, polymerisiert oder oxidiert, so 
daB es einen starken Aktivitatsverlust erleidet Aufgrund desscn ist es schwierig, die genaue und vollslandige 
Durchfuhrung einer Therapie durch Verabfolgung sehr kleiner G-CSF-Mengeh sichcrzustelien. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Arzneimittel bereitzustellen. das stabiiisiertes G-CSF 
enthalt, in dem der Wirkstoff G-CSF vollstandig gegen Aktivitatsverluste geschutzt ist 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe dadurch gelost.daB man dem Arzneimittel ein pharmazeutisch vertrag- 
liches grenzflachenaktives Mittel, Saccharid, Protein oder einc pharmazeutisch vcrtragliche hochmolekulare 
Verbindung zusetzt 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein dieses stabilisierte G-CSF enthaltendes Arzneimittel, das sowohl 
G-CSF als auch mindestens ein pharmazeutisch vertragliches grenzfJachenaktives Mittel, Saccharid, Protein 
oder eine pharmazeutisch vertrfigliche hochmolekulare Verbindung enthalt Gegebenenfalls enthalt das erfin- 
dungsgemaBe Arzneimittel auBerdem Hilfs- und Zusatzstoffe. 

Das in den erfindungsgemaBen Arzneimitteln enthaltcne G-CSF ist in an sich bekannter Weise oder wie in 
EP-A-169 566 und EP-A-215 126 beschrieben, erhaltlich. Beispielsweise ISBt sich menschliches G-CSF entweder 
durch Zuchtung eines Zelistammes. wie dem bei der CNCM untcr der Hinterlegungs-Nummer 1-315 oder 1-483 
hinterlegten Zellstamm herstellen, der aus Tumorzellen von Paticnten mit MundhohJenkrebs gewonnen wurde, 
oder durch Expression einer rekombinanten DNA, die mit Hilfe cincs menschliches G-CSF codierenden Gens 
konstruiert wurde, in einer geeignelen Wirtszclle, beispielsweise E coli, C 127 oder Eierstockzellen eines 
chinesischen Hamsters. 

Im erfindungsgemaBen Arzneimittel laBt sich jedes belicbigc hochreine menschliche G-CSF verwenden. 
Bevorzugte menschliche G-CSF's werden durch aus dem Ubcrsiand einer menschliches G-CSF herstellenden 
Zellkultur isoiiert oder sind Polypeptide oder Glykoproicinc mit der biologischen Aktiviiat von menschlichem 
G-CSF, die durch Transformation eines Wirtes mit eincm rekombinanten Vektor erhalten wurden, in den ein fOr 
ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat von menschlichem G-CSF codicrcndcs Gen eingebaut wurde. 

Nachstehend werden zwei besonders bevorzugte Beispicle von menschlichem G-CSF aufgefuhrt. 

Das erste menschliche G-CSF hat die folgenden physikalisch chemischen Eigenschaften: 

1. Molekulargewicht: Etwa 19 000 ± 1000 bestimmt durch Elcktrophorese durch ein Natriumdodecylsulfat- 
PolyacrylamidsgeL 

2. Isoelektrischer Punkt: Mindestens einer der drei isoelekirischcn Punkte pi - 5,5 ± 0,1, pi - 53 ± 0,1 und 
pl= 6,1 ± 0.1. 

3. Absorption von ultraviolet tern Licht: Ein Absorptionsmaximum liegt bei 280 nm und ein Absorptionsmi- 
nimum bei 250 nm. 1 

A. Die Aminosauresequenz der 21 N-terminalen Aminosauren ist H 2 N-Thr-Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Ser-Ser- 
Leu-Pro-Gln-Ser-Phe-Leu-Leu-Lys-Cys-Leu-Glu-Gln-Val- 

Das zweite besonders bevorzugte menschliche G-CSF enthalt entwcder cin Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat des menschlichen Granulozyten-stimuliercndcn Faktors, das mindestens einen Teil der nachstehenden 
Aminosauresequenz aufweist. oder ein Glykoprotein. das auBcr diesem Polypeptid noch eine Zuckerkette 
aufweist: 
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Leu 


Asp 


Val 


Ala 


Asp 


Phe 


Ala 


Thr 


Thr 


lie 


Trp 


Gin 


Gin 


Met 


Glu 


Glu 


Leu 


Gly 


Met 


Ala 


Pro 


Ala 


Leu 


Gin 


Pro 


Thr 


Gin 


Gly 


Ala 


Met 


Pro 


Ala 


Phe 


Ala 


Ser 


Ala 


Phe 


Gin 


Arg 


Arg 


Ala 


Gly 


Gly 


Val 


Leu 


Val 


Ala 


Ser 


His 


Leu 


Gin 


Ser 


Phe 


Leu 


Glu 


Val 


Ser 


Tyr 


Arg 


Val 


Leu 


Arg 


His 


Leu 


Ala 



Gin Pro 

(mitder MaBgabe.daBmden WertOoder 1 hai; unddaB/j den Wert Ooder 1 hat). 
20 Einzelheiten des Herstellungsverfahrens dicser beiden G-CSF-Formen lassen sich beispielsweise aus EP- 
A-169 566 und EP-A-215 126 cntnehmen. 

In einem anderen Herstellungsverfahrcn wird einc G-CSF-hcrstellende Zelle mit einer proliferierenden 
malignen Tumorzelle fusioniert und das dadurch erhallene Hybridom gegebenenfalls in Gegenwart eines 
Mitogens gezuchteL 

25 Die erhaltene, das menschliche G-CSF enthallende Losung kann nach der Reinigung und Konzentration in 
gefrorenem Zustand gelagcrt werden. Andererseits laBt sich die Losung auch nach einer De hydra tisierung, 
beispielsweise durch Gefriertrocknung, lagern. 

Jedes der so gewonnenen menschlichen G-CSF's laBt sich wie in der vorliegenden Erfindung beschrieben, zu 
Arzneimitteln weiter verarbeiten, die das G-CSF in stabilisicrter Form enthalten. 
30 Spezieile Beispiele fur grenzflachenaktive Mittcl, die sich zur Herstellung des erfindungsgemaBen, stabilisier- 
tes G-CSF enthaltenden Arzneimittels eigncn, sind nichi-ionische grenzflachenaktive Mittel mit einem HLB- 
Wert von 6 bis 18, wie Sorbitanester von aliphatischen Sauren (z. B. Sorbitanmonocaprylat, Sorbkanmonolaurat 
oder Sorbitanmonopalmitat), aliphatische Glycerinester aliphatischer Sauren (z. B. Glycerin monocapty la t, Gly- 
cerinmonomyristat oder Glycerinmonostearat), Polyglycerinester aliphatischer Sauren (z. B. Decaglycerylmono- 
35 stearat, Decaglyceryldistearat oder Decaglycerylmonolinoleat), Polyoxyathylensorbitanester aliphatischer Sau- 
ren (z. B. Polyoxyathylensorbitanmonolaurat, Polyoxyathylensorbitanmonooleat, Polyoxyathylensorbitanmono- 
stearat, Polyoxyathylensorbitanmonoplamitat, Polyoxyathytensorbitantrioleat oder Polyoxyathylensorbitantri- 
stearat), Polyoxyathylensorbitester aliphatischer Sauren (z. B. Polyoxyathylensorbittetrastearat oder Polyoxy- 
athylensorbittetraoJeat), Polyathylenglycerinester aliphatischer Sauren (z, B. Polyoxyathylengiycerylmonostea- 
40 rat), Ester aliphatischer Sauren mit Polyathylcnglykol (z. B. Polyathylenglykoldistearat), Polyoxyathylenalkylat- 
her (z. B. Polyoxyathylenlaurylather), Polyoxyathylenpolyoxypropylenalkylather (z. B. Polyoxyathylenpolyox- 
ypropylengiykolather, Polyoxyathylenpolyoxypropylcnpropylather oder Polyoxyathylenpolyoxypropylencety- 
lather), Polyoxyathylenalkylphenylather (z. B. Polyoxyathylennonylphenyiather), polyoxyathyliertes Ricinusol, 
gehartetes polyoxyathyliertes Ricinusol (polyoxyathyliertes hydriertes Ricinusol), polyoxyathylierte Bienen- 
45 wachsderivate (z. B. polyoxyathyliertes Sorbitbiencnwachs), Polyoxyathylen-Lanolinderivate (z. B. Polyoxyathy- 
lenlanolin).oder aliphatische PolyoxySthylensaureamide (z. B. Polyathylenstearinsaureamid); anionische grenz- 
flachenaktive Mittel, wie Alkylsulfate mit einer do— Cjg-Alkylgruppe (z_ B. Natriumcetylsulfat, Natriumlauryl- 
sulfat oder Natriumoleylsulfat), Polyoxyaihylenalkylathcrsulfate, in denen die durchschnittliche Molzahl der 
Athylenoxidaddition 2 bis 4 betragt und die Alkylgruppc 10 bis 18 Kohlenstoffatome aufweist (z. B. Polyoxyathy- 
50 len-Natriumlaurylsulfat), Salze von Aikylsulfosuccinatestern, in denen die Alkylgruppe 8 bis 18 Kohlenstoffato- 
me aufweist (z. B. Natriumlauryisulfosuccinatester); und nalurliche grenzflachenaktive Mittel wie Lecithin, 
Glycerophospholipid, Sphingophospholipid (z. B. Sphingomyelin) oder die Ester aliphatischer Sauren mit Sac- 
charose, in denen die aliphatische Saure 12—18 Kohlenstoffatome aufweist ErfindungsgerrifiB lassen sich diese 
grenzflachenaktiven Mittel entweder einzeln oder im Gemisch verwenden. 
55 Die vorstehend aufgefuhrten grenzflachenaktiven Mittel werden vorzugsweise in einer Menge von 1 bis 
10 000 Gewichtsanteilen pro Gewichtsteil G-CSF verwendel 

Die zur Herstellung des stabilisiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittels verwendeten Saccharide sind Mono- 
saccharide, Oligosaccharide oder Polysaccharide sowie Phosphatester oder deren Nucleotidderivate, sofern sie 
pharmazeutisch vertraglich sind. Typische Beispiele sind trivalente und hohere Zuckeralkohole, wie Glycerin, 
60 Erythrit, Arabit, Xylit, Sorbit oder Mannit, Zuckersauren, wie Glucuronsaure, Iduronsaure, Neuraminsaure, 
Galacturonsaure, Gluconsaure, Mannuronsaure, Keioglykolsaure, Ketogalactonsaure oder Ketogulonsaure, 
Hyaluronsaure oder ihre Salze, Chondroitinsulfat oder seine Salze, Heparin, Inulin, Chitin oder eines seiner 
Dcrivate; Chitosan oder seine Derivate, Dextrin, Dextran mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 5 
bis 150 000, oder Algininsaurc oder ihre Salze. FrfindungsgemaB lassen sich diese Saccharide entweder einzeln 
65 oder im Gemisch verwenden. 

Die vorstehend aufgefiihrlcn Saccharide werden vor/ugsweisc in cincr Menge von I bis 10 000 Gewichts- 
tcilcn pro Gewichtsteil G-CSF verwendel. 
Typische Beispiele fur Protcine, die sich zur \ Icrstcllung des stabilisiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittels 
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eignen, sind menschliches Serumalbumin, menschlichcs Scrumglobulin, Gelatine, saurcbehandelte Gelatine (mit 
einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 7000 bis 100 000), alkalibehandelte Gelatine (mit einem durch- 
schnittlichen Molekulargewicht von 7000 bis 100 000) odcr Kollagcn. ErfindungsgemaB lassen sich diese Prote- 
ine entweder einzeln oder im Gemisch verwenden. 

Die vorstehend aufgefGhrten Proteinc werden vorzugsweise in cincr Mengc von 1 bis 20 000 Gewichtsteilen 
pro Gewichtsteil G-CSF verwendeL 

Typische Beispiele fur hochmolekulare Verbindungen. die sich zur Herstellung des stabilisiertes G-CSF 
enthaltenden Arzneimittels eignen, sind naturliche Polymere. wie Hydroxypropylcellulose, Hydroxymethylcellu- 
lose, Natriumcarboxymethylcellulose oder Hydroxyathylcellulose; oder synthetischc Polymere, wie Polya" thylen- 
giykol (MW = 300 - 6000), Polyvinylalkohol (MW - 20 000 - 100 000) oder Polyvinylpyrroiidon (MW - 
20 000 — 100 000). Auch diese hochmolekularen Verbindungen lassen sich erfindungsgemaB entweder einzeln 
oder in Kombination verwenden. 

Vorzugsweise werden die vorstehend aufgefGhrten hochmolekularen Verbindungen in einer Menge von 1 bis 
20 000 Gewichtsteilen pro Gewichtsteil G-CSF verwendeL 

Zusatzlich zum vorstehend beschriebenen grenzflachenaktiven Mitlel, Saccarid. Protein oder der hochmole- 
kularen Verbindung kann dem stabilisiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittel auch eine Aminosaure. ein 
schwefliges Reduktionsmitte! und/oder ein Antioxidalionsmittcl zugcsctzt werden. Beispiele der erfindungsge- 
maB yerwendbaren Aminosauren sind Glycin, Threonin, Tryptophan, Lysin, Hydroxylysin. Histidin, Arginin, 
Cystein, Cystin und Methionin. Beispiele der erfindungsgemaB vcrwendbaren schwefeligen Reduktionsmitte! 
sind N-Acetylcystein, N-Acetylhomocystein, Thioctinsaurc, Thiodiglykol, Thioathanolamin, Thioglycerin, Thio- 
sorbit, Thioglykolsaure oder eines ihrer Salze, Natriumlhiosuifal. Natriumhydrogensulfit, NatriumpyrosulfiL 
Natriumsulfit, Thiolactinsaure, Dithiothreitol, Glutathion oder ein mildes schwefliges Reduktionsmittel mit einer 
Sulfhydrylgruppe, wie eine C|— C 7 -ThioaIkansaure. Beispiele der erfindungsgemaB verwendbaren Antioxida- 
tionsmittel sind Erythorbinsaure, Dibutylhydroxytoluol, Butyl hydroxy a nisol, dl-a-Tocopherol, Tocopherolace- 
taL L-Ascorbinsaure oder eines ihrer Salze. L-Ascorbinsaurepalmitat, L-Ascorbinsaurestearat, Triamylgallat, 
PropylgalJat oder Chelatkomplexbildner, wie Dinatriumathylcndiamintctraacetat (EDTA), Natriumpyro- 
phosphat oder Natriummetaphosphat 

Die vorstehend aufgefuhrten Aminosauren, schwefligen Reduktionsmittel und Antioxidationsmittel oder ihre 
Gemische werden vorzugsweise in einer Menge von 1 bis 10 000 Gewichtsteilen pro Gewichtsteil G-CSF 
verwendeL 

Ferner kann bei der Herstellung des stabilisiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittels in einer geeigneten 
Dosierung mindestens ein Verdunnungsmittel, eine AufschluBhilfe. ein isotonisches Mittel, ein Excipiens, ein 
pH-Modifikationsmittel, ein Beruhigungsmittel oder ein Puffer zugcsetzt werden. 

Das stabilisierte G-CSF enthaltende Arzneimittel kann entweder zur oralcn oder zur parenteralen VerabfoJ- 
gung, beispielsweise durch verschiedennrtige Injektion. formulicrt werden. Je nach Verabfolgungsart wird das 
Arzneimittel in unterschiedlichen Dosierungsformen verwendeL Typische Dosierungsformen sind zur oralen 
Verabfolgung vorgesehenen, beispielsweise als Tablelten, Pillen. Kapscln, Grariulat oder Suspensionen; haupt- 
sachlich zur intravenosen, intramuskularen, subkutanen oder intrakutanen Injektion vorgesehene L6sungen, 
Suspensionen oder gefriergetrocknete Praparate; und die zur transmucosaien Verabfolgung vorgesehenen 
Dosierungsformen wie Rektalzapfchen, Nasenmittel odcr Vagina Izapfchen. 

ErfindungsgemaB wird dem G-CSF enthaltendem Arzneimittel mindestens ein grenzflachenaktives Mittel 
Saccharid, Protein oder eine hochmolekulare Verbindung zugcsetzt, urn zu vcrhindern, daB das G-CSF von der 
Wandung seines GefaBes oder von der einer Spritzc adsorbicri wird und urn zu gewShrleisten, daB es gleichzei- 
tig langzeitstabilisiert wird. 

Der genaue Mechanismus, durch den die vorstehend genannten Substanzcn das G-CSF stabilisieren oder 
dessen Adsorption verhindern, ist bis jetzt noch nicht aufgeklart worden. In Gegenwan eines grenzflachenakti- 
ven Mittels konnte die Oberflache des hydrophoben G-CSF-Proteins mit dem grenzflachenaktiven Mittel 
bedeckt sein. Dadurch wird das G-CSF geldsL Somit wird das nur in Spuren vorhandene G-CSF wirkungsvoll 
vor der Adsorption an die Wand seines Behallnisses odcr cincr Spritze geschutzt. Ein Saccharid oder eine 
hochmolekulare Verbindung konnte eine hydratisierte Schicht zwischen G-CSF und der adsorbierenden Ober- 
flache der Wandung des BehSltnisses oder der Spritze bilden. Auch dadurch wird die Adsorption des G-CSF 
wirkungsvoll verhinderL Ein Protein konnte mit G-CSF urn die Adsorption an die Wandung des Behaltnisses 
oder der Spritze kompetieren. Dadurch wurde die Adsorption von G-CSF wirkungsvoll gehemmt werden. 

Die vorstehend genannten Stoffe verhindern nicht nur die Adsorption des G-CSF sondern sie unterstOtzen 
auch die Verhinderung der Polymerisation der C-CSF-Molckule. In Gcgcnwart eines grenzflachenaktiven 
Mittels, Saccharide Proteins oder einer hochmolekularen Verbindung sind die einzelnen G-CSF-Moleku!e in 
diesen Stoffen dispergiert. Dadurch wird die Wechselwirkung zwischen den G-CSF-Molekiilen ausreichend 
vermindert Dies fuhrt zu einer ausreichenden Herabsetzung der Wahrscheinlichkeit der Bildung von Verbin- 
dungen oder der Polymerisation. Zusatzlich verzogern diese Substanzen die Autooxidation des G-CSF, die bei 
hohen Temperaturen oder Luftfeuchtigkeiten gesteigert wird. AuBerdem verhindern sie eine Bildung von 
Verbindungen zwischen den G-CSF-Molekiilen oder ihrer Polymerisation infolge der Autooxidation. Diese 
Wirkung auf die Verzogerung der Autooxidation von G-CSF odcr der Verhinderung Verbindungen oder 
Polymerisate zu bilden, laBt sich wcilcr durch die Zugabc cincr AminosUurc. cincs schwefligen Redukiionsmii- 
tels oder eines Antioxidants steigern. 

Die vorstehend beschriebenen Problcmc lassen sich besonders bei Injcktionslosungcn und Suspensionen 
bemerken, treten aber auch bei der Formulierung von G-CSF zu andcrcn Dosierungsformen, beispielsweise zu 
Tabletten, auf. Die Zugabe von grenzflachenaktiven Miucln. Siiccharidcn, Prolcincn odcr hochmolekularen 
Verbindungen ist aber auch im ietztgenannten Fall wirksain. 
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Durch die Zugabe mindesiens cincs grenxf ttchenakiivcn Miuels. Saccharide Proteins oder einer hochmoleku- 
laren Verbindung wird G-CSF stark stabilisicri und crhalt seine Aktivital uber lange Ze.tspannea Dies wir in 
den nachstehenden Beispiclcn erlautcrL Zur Erzielung der beschnebenen Ergebmsse ist die Wahl teM«V 
ieder dieser Substanzcn und insbesondere die Auswahl dcr unteren Crenzmenge knttsch. Die folgenden Men- 

Saccharid. 1 bis 20 000 Gewichtsteilc Protein. und 1 bis 20 000 Gew.chtsteile hochmolekulare Verbindung pro 

G &M?wSffwW ein grenzMachcnakiives MitteL Saccharid Protein und/oder eine hochmolekulare 
Verbindung in einer speziellen Konzentration verwendet. Dadurch w.rd ntcht nur die Adsorption des G-CSF an 
die Wandung seines Behaltnisses oder der Sprite wirksam verhindcrt, sondern auch die Stabilitat des G-CSF im 
erfindungsgemaBen Arzneimittel crhohL Im Ergebnis wird es moglich, die Verabfolgung einer ger.ngen aber 
sehr genauen G-CSF-Dosis an Paticntcn zu gcwShrlcislcn. Da G-CSF leuer ist. vemngert seine wirtschaftliche 
Verwendung die Herstellungskosten fur G-CSF cnthaltende Arzneimittel. 
In den nachstchend beschriebenen Beispiclcn wird die G-CSF-Restaktmtat mit Hilfe einer der folgenden 
js Methoden bestimmt: 

(a) Weichagarmeihodc mit Mauseknochenmarkzellen 

04 ml Pferdeserum, 0,1 ml Probe, 0.1 ml Suspension einer Mauseknochenmarkszeile, beispielsweise QH/He 
20 (weiblich) mit 0.5 bis 1 x 10 5 nuclearen Zellen und 0,4 ml modifizicrtes McCoy's 5A Kulturmedium enthaltend 
075% Agar werden vcrmischt. Das Gemisch wird in cine Plastik-Ccwebekulturschale mit eincm purchmesser 
von 35 mm gegossen. Das crstarrtc Gemisch wird 5Tagc bei 37°C in einer Atmosphare aus 5% CO ? und 95% 
Luft bei 100% Luftfeuchligkeit kultiviert Danach wird die Anzahl der sich bildenden Kolonien bestimmt Eine 
Kolonie muD dabei mindesiens 50 Zellen aufweisen. Daraus wird die Aktivital berechnet Es wird davon 
25 ausceeangen, daB eine Einhcit zur Ausbildung einer Kolonie fuhrt. t 

Das im Verfahren (a) verwendete modifizierte McCoy's 5A Kulturmedium wird zweifach konzentnert herge- 
stellt durch Auflosen von 12 g McCoy's 5A Kulturmedium (Gibco), 2,55 g MEM Aminosaure-Vitamin-Medium 
(Nissui Seiyaku Co. Ltd.); 2.18 g Natriumbicarbonat und von 50 000 Einheiten Kaliumpenicillm G zweimal in 
500 ml destilliertem Wasscr und nachfolgenderSteriinitricrung durch ein Milliporefilter (0^2 u.m). 
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(b) Revers-Phasen-Hochlcistungs-Flussigkeitschromatographie 



Unter den folgenden Gradientenbedingungcn wurde die G-CSF-Rcsiaktivitat (injiziert in einer lug entspre- 
chenden Menge) mit einer Reverse-Phasen C8-S5ule (4,6 mm x 300 mm, 5 urn) und einem Gemisch aus n-Pro- 
35 panol/Trifluoressigsaure als mobiler Phase bestimmt: 

£eil Losungsmillcl Losungsmillcl Gradient 

(Sek.) (A) (B) 



linear 
linear 



0 100% 0% 

15 0% 100% 

25 100% 0% 

Losungsmillcl (A): 

30% n-Propanol und 0,1% Trilluorcssigsnure 
Losungsmillcl (B): 

60% n-Prop:inol und 0,1% Trillunrcssigsiiurc. 

Der Nachweis wurde bei einer Wellenlange von 21 0 mm durchgefuhrt und die G-CSF-Restaktivitat wurde mit 
der folgenden Formel berechnet: 

. . .. ,„, 4 die G-CSF-Rcsl mcngc nach einer vorgegebenen Zeit inft 
G-CSF-Restaktmtat (%) = die G-CSF-Ausgangsmenge X ,0 ° 

Die nach diesem Verfahren bestimmtc G-CSF-Restmcnge korreliert sehr gut mil den Ergebnissen der 
Messung nach dem Weichagar- Verfahren (a), bei dem Mauseknochenmarkzellen verwendet wurden. 
Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 

5 u.g G-CSF werden mil eincm dcr in Tabcllc I aufgefuhrlen Stabilisierungsmittel versetzt Das Gemisch wird 
Meril in einer 20 mM Pufferlbsung (enthaltend 100 mM Nalriumchlorid: pH 7,4) gelost. Es wird ein Arzneimittel 
mil 5 jig G-CSF pro ml erhallcn.da.s anschlicIJcnd gefricrgctrocknet wird Die Aktivitatsanderung von G-CSF in 
Abhangigkeit von der Zeit wird durch das Verfahren (a) gemesscn. Die MeBergebmsse sind in Tabelle I 
zusammengefaDL Der in dcr Tabcllc vcrwcndeic Ausdruck "Aktivitat kennzeichnet die G-CSF-Restaktm- 
tat im Verhaltnis zur Ausgangscinhcit und wird durch die folgende Formel definiert: 
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Aktivitiil (%) - Akl ' v ^ lscinhe ' ( n;icn Vcr&iroichcn cincr vorgegehcncn Xcitspnnne x ^ 

Ausgangsaklivitiitscinheit 

Die Gefriertrocknung wurde wie folgt durchgcfiihrt: 

Die ein Stabilisierungsmittel enthaltende G-CSF-Losung wird in cine sterile mit Sulfa behandelte Glasampulle 5 
uberftihrt, A Stunden bei mindestens — 50° C eingcfroren, und einer ersten Trocknung durch Erwarmen von 
-40° C auf 0°C wahrend 48 Stunden und gleichzeiiigem Ansticg des Druckes von 0,03 auf 0,1 Torr unterzogen. 
Der zweite Trocknungsvorgang wird durch Erwarmen von 0°C auf 20°C wahrend 12 Stunden unter gleichzeiti- 
gem Druckanstieg von 0,03 auf 0,08 Torr durchgefuhrt. Danach wird der Innenraum der Ampulle mit sterilem, 
getrocknetem Stickstoffgas gefOllt, um atmospharischen Druck zu erreichen. Sodann wird die Ampulle mit 10 
einem Gefriertrocknungsgummistopsel verschlossen und mil einem AluminiumdeckeJ versiegelL 

Tabelle I 



Stabilisierungsmittel Menge Aktivitai (%) 

(Gcwichtsunieil) nachbmonatiger nach 18monatiger 

Lagerung bei 4° C Lagerung bei 37°C 



Xylit . 


10,000 


92 


86 


Mannit 


10,000 


91 


85 


Glucuronsaure 


10,000 


86 


82 


Hyaluronsaure 


2,000 


92 


89 


Dextran(MW40 000) 


2,000 


95 


90 


Heparin 


5,000 


85 


80 


Chitosan 


2,000 


93 


91 


Algininsaure 


2,000 


90 


90 


menschL Serumalbumin 


1,000 


98 


99 


menschl. Serumglobulin 


1,000 


98 


95 


saurebehandelte Gelatine 


2,000 


97 


95 


alkalibehandeite Gelatine 


1,000 


99 


96 


Kollagen 


2,000 


95 


90 


Polyathylenglykol (MW4000) 


10,000 


94 


90 


Hydroxypropylcellulose 


1.000 


98 


94 


NalriumcarboxymethyJcellulose 


1.000 


88 


80 


Hydroxymethylcellulose 


5.000 


92 


90 


Polyvinylalkohol (M W 50 000) 


2,000 


96 


95 


Polyvinylpyrrolidon (M W 50 000) 


2.000 


95 


94 


menschl. Serumalbumin 


2.000 




Mannit 


2,000 


100 


97 


Cystein 


100 




menschl. Serumalbumin 


2,000 






Polyoxyathylensorbitanmonolaureat 


100 


99 


96 


Mannit 


2,000 






menschl. Serumalbumin 


2,000 






Hydroxypropylcellulose 


500 


98 


92 


Dextran(MW40 000) 


2.000 




Polyoxyathylensorbitanmonolaureat 


100 


98 


96 


Sorbit 


2.000 






polyoxyathyJiertes gehartetes Rizinusd! 


100 










94 


92 


Dextran(MW40 000) 


2,000 


ohne Zusatz 




74 


58 



Beispicl 2 

10 u.g G-CSF werden mil einem der in Tabelie II aufgerohrten Stabilisierungsmittel versetzi. Das Gemisch 
wird steril in einer 20 mM Phosphatpufferlosung<enthaltcnd 100 mM Nmriumchlorid; pH 7,4 gclosl. Es wird ein 
Arzneimittel enthaltend 10 u.g G-CSF pro ml erhalten. Das Mine! wird sLcril in sulfatbehandelte Glasampullen 
gefiillt, die versiegelt wurden. Die Aktivitaisvcrandcrung von G-CSF in Abhangigkeit von der Zeit, in der in den 
Ampullen enthaltenden Losung wird nach dem bcrcils in Beispicl 1 angewendeten Verfahrcn gemessen. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle II zusammengefaflt. 
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Tabcllc II 



Stflbiiisierunesmiucl Mcngc Aktiviial (%) 

Stabihs.erungsn,. fCcwichuanlcilc) nach7iftgigcr nach2monatiger nach Imonatiger 

5 Lagcrungbci4?C Lagerung bci4°C Ugerungbei 

Raumtemperatur 



15 



20 



35 



40 



45 



50 



55 



Mannit 

Hyaluronsaure 

Dextran(MW40 000) 

Glycerin 

Neuraminsaure 

Chitin 

Dextrin 

menschl. Serumalbumin 
menschl: Serumglobulin 
saurebehandelte Gelatine 
alkalibehandelte Gelatine 
Kollagen 
PolyathylenglykoJ 
(MW4000) 

Hydroxypropylcellulose 
Natriumcarboxymethyl- 
cellulose 

HydroxySthylcellulose 

Polyvinylalkohol 

(MW50 000) 

Polyvinylpyrrolidon 

(MW50 000) 

Sorbitanmonolaureat 

Polyoxyathylensorbitan- 

monolaureat 

Polyoxyathylensorbitan- 

monostearat 

Polyoxyathylen- 

polyoxypropylengiykolather 

polyxcyathyliertes 

gehartetes Rizinus6l 

Natriumlaurylsulfat 

Lecithin 

menschl. Serumalbumin 

Mannit 

Cystein 

menschl. Serumalbumin 
Polyoxyathylensorbitan- 
monolaureat 
Mannit 

menschl. Serumalbumin 
Hydroxypropylcellulose 
Dextran(MW40 000) 
Polyoxy5thylensorbitan- 
monopalmitat 

Sorbit 

Polyoxyathylen-gehartetes 
Rizinusol 



Dextran(MW40 000) 
60 ohne Zusatz 



5.000 


91 


87 


82 




<n 

3 J 


87 


70 


2.000 


96 


95 


85 


10.000 


90 


90 


88 


j.UUU 




91 


84 


2.000 


95 


92 


86 


2.0UU 


an 


92 


87 


t.000 


99 


95 


92 


1,000 


98 


94 


90 


2,000 


9/ 


3D 


R7 
o/ 


500 


99 


95 


92 


2,000 


99 




QQ 
OO 


10,000 


94 


89. 


90 


2,000 


98 


95 


92 


2,000 


AO 

92 
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Bcispiel 3 

10 ug G-CSF werden mil einem der in Tabclle III aufgcfuhnen Stabilisierungsmittel versetzL Das Gemisch 
65 wird in einer 20 mM Phosphatpufferlosung (enthaltend 100 mM Natriumchlorid vom pH 7,4) steril gelost und es 
wird ein Arzneimittel enthaltend 10 ug C-CSF/ml erhalten. 1 ml des Mittels wird in eine sulfabehandelte, 
silikonbeschichtete Glasampulle uberfiihrt und bei 4°C aufbewahrl. Die Wirkung der Stabilisierungsmittel bei 
dcr Veranderung der G-CSF-Adsorpiion wird durch Mcssung der G-CSF- Restaktivitat in der Losung nach 0,5, 2 



8 



■4 



OS 37 23 781 



unc 1 24 Stunden ausgewertet. Die Messung wird nach dem Vcrfahren(b) mil Reversephascn-Hochleistuncs Fl«< 
sigkcts-Chromalographie durchgefuhrt Die Ergebnisse sind in Tabelle HI zusammengefaBt g 1 S ' 



Tabcllc ill 



Siabilisierunjismitlel 



Mannit 
Myalursiiurc 
Dexlran (MW40 000) 
Glycerin 
Heparin . 
Glucuronsaure 
Ketoglykolsaure 
menschl. Serumalbumin 
menschJ. SerumglobuJin 
alkaiibehandelte Gelatine 
Saurebehandelte Gelatine 
Kollagen 

PolyathylengJykoI (MW4000) 
Hydroxypropylcellulose 

Natriumcarboxymethylcellulose 

Hydroxyathylcellulose 

Polyvinylalkohol (MW 50 000) 

Poiyvinylpyrrolidon (MW50 000) 

Sorbitanmonocaprylat 

PoIyoxyathylensorbiUinmonoslearat 

Polyoxyathyliertes gehartctes Rizinusol. 

Nalriumlaurylsulfat 

Lecithin 

menschl. Serumalbumin 

Mannit 

Cystein 

menschl. Serumalbumin 

PolyoxyathyJensorbitanmonoIaureat 
Mannit 

menschl. Serumalbumin 
HydroxypropylcelluJose 
Dextran (MW40 000) 

Polyoxyathylensorbitanmonolaureat 
Sorbit 

polyoxyathyliertes gehartetes Rizinusol 

Dexlran (MVV40 000) 
ohne Zusatz 



Mcngc 

(Gcwichis- 
unleile) 



Restakliviiiit (%) 
Oh 0.5 h 



2 h 



2,000 
100 
2,000 

1,000 
500 
2,000 

100 

2,000 
100 

2,000 



100 

100 

100 

100 
100 
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101 
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